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L, von einem Ether (R 1 OR 2 ) m , wobei R 1 und R 2 unabhangig voneinander gewahlt und von einem Kohlenwasser- 
stoff mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen abgeleitet sind, wobei m eine ganze Zahl von 1 bis 4 ist, oder von einem 
Kohlenwasserstoff R mit 1 bis 20 Kohlenstoffatomen abgeleitet ist; 
F fur ein unsubstituiertes oder substituiertes Pyren als Fluorophor; 
Q fur einen Quencher, und 

L 2 fur C(0)-l_.| oder CfOJ-L^NH, wobei L., wie vorstehend definiert ist, stehen. Diese Verbindungen konnen zur 
Bestimmung der Aktivitat von Phospholipase A 2 , insbesondere PAF-AH, eingesetzt werden. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung beziehtsich auf Verbindungen, die zur Bestimmung der Aktivitat von Phospholipase A 2 (PLA 2 ), 
insbesondere der Platelet-Activating Factor Acetyl hydrolase (PAF-AH), geeignet sind. 

[0002] Der Platelet-Activating Factor (PAF) ist ein biologisch aktives Phospholipid, der an physiologischen und pa- 
thophysiologischen Prozessen beteiligt ist. Dieser Faktor wird durch eine spezifische Acetylhydrolase, dem Platelet- 
Activating Factor Acetylhydrolase (PAF-AH, EC 3.1.1.47, auch als Lipoprotein associated phospholipase A 2 bezeich- 
net), welche die Acetatgruppe in sn-2 Position abspaltet, in biologisch inaktive Produkte umgewandelt. Die Stubstrat- 
spezifitat umfaGt neben PAF auch oxidierte Phospholipide mit polaren Substituenten in co-Position des sn-2 Esters. 
Diese veranderten Substanzen werden haufig in oxidierten Lipoproteinen angetroffen. Da neben PAF und den oxidier- 
ten Phospholipiden auch die oxidierten Lipoproteine eine Rolle bei den unterschiedlichsten Krankheiten aufweisen, ist 
davon auszugehen, daG auch das Enzym einen entscheidenden EinfluB auf die Genese dieser Krankheiten hat. 
[0003] In den letzten Jahren ist PAF-AH immer starker in den Vordergrund der Forschung getreten. Insbesondere 
wurden Abnormalitaten der PAF-AH -Aktivitat bei unterschiedlichsten Krankheiten festgestellt. Klinische Testreihen und 
der Beginn der Untersuchungen des rekombinant hergestellten EnzymsalsTherapeutikum (Die Phase III der klinischen 
Untersuchungen beginnt im Fruhjahr 2001 auf dem Indikationsgebiet Sepsis (www.icos.com)) zeigen die groGe Be- 
deutung fur den Menschen. Es ist deshalb erforderlich, ein gut durchfuhrbares Verfahren zur Aktivitatsbestimmung 
von PLA 2 allgemein und PAF-AH im besonderen zu Verfugung zu haben. 

[0004] Zur Bestimmung der Aktivitat von PAF-AH werden in der Literaturdie unterschiedlichsten Verfahren beschrie- 
ben, wie Radioaktivitatsmessungen, UV - oder Fluoreszenz-Bestimmungen. Bei nahezu alien dieser Verfahren schlie- 
Gen sich nach der eigentlichen Umsetzung des Substrates mit einer Probe, in der das Enzym enthalten ist, ein oder 
mehrere Aufarbeitungsschritt(e) (z.B. Extraktion, Folgereaktionen zu Indikatoren) an, eine kontinuierliche Messung 
der Enzymkinetik ist nicht moglich. 

[0005] Die altesten und zur Zeit am meisten eingesetzten Bestimmungsmethoden basieren auf Radioaktivitatsmes- 
sungen (M.E. Blanket al., J. Biol. Chem, 1981, 256, 175-178). Dabei wird ein mit [ 3 H]-acetat markiertes naturliches 
Substrat mit der zu untersuchenden Probe umgesetzt, wobei radioaktiv markierte Essigsaure abgespalten wird. Nach 
chromatographischer Aufarbeitung des Testansatzes kann die abgespaltene Essigsaure radioaktiv bestimmt werden. 
Eine chromatographische Aufarbeitung ist aber zeitaufwendig und auch mit zum Teil hohen Kosten verbunden. 
[0006] Aus H.S. Hendrickson et al., Anal. Biochem., (1999), 276, 27-35 sind intramolekular gequenchte BODIPY- 
markierte Phospholipidanaloga in Verfahren zur Bestimmung von PLA 2 und PAF-AH bekannt. Eines dieser Analoga 
ist 1 -(A/-(BODI PY-FL-pentanoyl)-1 1 -aminoundecyl)-2-((A/-(2,4-dinitrophenyl)amino)-8-amino-octanoyl)-sn-glycero- 
3-phosphocholin. BODIPY fungiert als Fluorophohr. 

[0007] Diese Verbindung weist aber ganz gravierende Nachteile auf. So ist bei Verwendung vorgenannter Verbindung 
zur Bestimmung der Aktivitat von PLA 2 , insbesondere PAF-AH, eine Aussage uber Veranderungen der Lateraldiffusi- 
onsgeschwindigkeit in Membranen nicht moglich. AuGerdem weichen die Eigenschaften vorgenannter Verbindung 
stark von den Eigenschaften naturlicher Phospholipide ab. 

[0008] Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem die Aktivitat 
von PLA 2 , insbesondere PAF-AH, ohne die aus dem Stand der Technik bekannten Nachteile bestimmt werden kann. 
[0009] ErfindungsgemaG wird dies erreicht durch eine Verbindung der Formel (1 ) 



F-Li -O-CH 
I 



HC-O- L 2 -Q 



O ChL 
^0-(CH 2 ) 2 -N-CH 3 
CHL 



(D, 



in der 

L 1 von einem Ether (R 1 -OR 2 ) m , wobei R 1 und R 2 unabhangig voneinander gewahlt sind und von einem Kohlenwas- 

serstoff mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen stammen, wobei m eine ganze Zahl von 1 bis 4 ist, oder von einem Kohlen- 

wasserstoff R mit 1 bis 20 Kohlenstoffatomen abgeleitet ist; 

F fur ein unsubstituiertes oder substituiertes Pyren als Fluorophor; 

Q fur einen Quencher, und 

L 2 fur C(Q)-L 1 oder CfOJ-L^NH, wobei L 1 wie vorstehend definiert ist, stehen. 
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[0010] Obwohl die erfindungsgemaGen Verbindungen ein unsubstituiertes oder substituiertes Pyren als Fluorophor 
aufweisen, fluoreszieren sie nicht, da die Fluoreszenz durch den ebenfalls in der erfindungsgemaGen Verbindung 
enthaltenen Quencher geloscht wird. Bei Einwirken von PLA 2 , insbesondere PAF-AH, wird der Quencher abgespalten 
und von der ubrig bleibenden Verbindung raumlich entfernt. Dadurch wird die Quenchung der Fluoreszenz aufgehoben 
und dadurch eine Zunahme der Intensitat der Fluoreszenz beobachtet. Diese Zunahme der Intensitat der Fluoreszenz 
ist im allgemeinen direkt proportional zur Aktivitat von PLA 2 und somit ein Indikator fur die Aktivitat von PLA 2 , insbe- 
sondere PAF-AH. 

[001 1] Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, daG bei Verwendung der erfindungsgemaGen Verbindungen 
zur Bestimmung der Aktivitat von PLA 2 , insbesondere PAF-AH, Aussagen uber Veranderungen der Lateraldiffusions- 
geschwindigkeit gemacht werden konnen. AuGerdem weichen die Eigenschaften der erfindungsgemaGen Verbindun- 
gen wenn uberhaupt dann nur unwesentlich von den Eigenschaften von naturlichen Phospholipiden ab. Des weiteren 
ist mit den erfindungsgemaGen Verbindungen eine Aktivitatsbestimmung in besonders effektiver und einfach durch- 
zufuhrender Weise moglich. Die Aktivitat kann direkt und kontinuierlich gemessen werden. 

[0012] Wie vorstehend ausgefuhrt wurde, liegt in der erfindungsgemaGen Verbindung ein unsubstituiertes oder sub- 
stituiertes Pyren als Fluorophor vor. Dieses kann uber seine 1 -Position an L 1 gebunden sein. Ist das Pyren substituiert, 
werden solche Substituenten eingesetzt, die die Eigenschaften als Fluorophor nicht wesentlich beeinflussen. Solche 
Substituenten sind dem Fachmann bekannt. Sie konnen Amino- oder Carbonyl-Gruppen oder Heteroatome sein, wie 
N, S oder P, die C-Atome von Pyren substituieren. Die erfindungsgemaGe Verbindung kann einen oder mehrere, un- 
abhangig voneinander gewahlte Substituenten aufweisen. 

[0013] Gegenuber anderen Fluorophoren, wie NBD (N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1 ,3-diazol-4-yl)) oder BODIPY 
(4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen) haben vorstehende Pyrene die Vorteile einer geringeren Polaritat, eines 
groGen Abstandes der Extinktions- und Emissionswellenlange, der Moglichkeit in waGrigen Losungen zu arbeiten, eine 
gunstige Verteilung in Zellen, die Fahigkeit zur Einlagerung in Membranen ohne Quenchung der Fluoreszenz sowie 
eine pHunabhangige Fluoreszenz. Eine weitere positive Eigenschaft von Pyrenen ist die Bildung von Eximeren bei 
hoheren Konzentrationen und einer gleichzeitigen Verschiebung der Emissionswellenlange zu hoheren Wellenlangen. 
Durch die Eximerbildung ist eine Beurteilung der Konzentration des Fluorophors moglich. 

[0014] Die erfindungsgemaGen Verbindungen weisen gemaG vorstehender Formel (1) einen Quencher auf. Dabei 
handelt es sich urn im Bereich der Fluoreszenz an sich bekannte Verbindungen, die die Fluoreszenzintensitat des 
Fluorophors reduzieren bzw. loschen. Beispiel solcher Quencher sind Phenylreste, die mit einer oder mehreren, ins- 
besondere zwei, Nitrogruppen substituiert sind, wie beispielsweise der 2,4-Dinitrophenyl-Rest. Mit diesen Quenchern 
ist eine intramolekulare Reduktion bzw. Quenchung der Fluoreszenzintensitat der Fluorophore in besonders effektiver 
Weise moglich. 

[0015] In den erfindungsgemaGen Verbindungen ist das Fluorophor uber einen Linker an das O-Atom in sn 1 -Position 
des Glycerins gebunden. Der Quencher ist ebenfalls uber einen Linker an das Glycerin gebunden, und zwar an sn-2 
Position des Glycerins. Die Linker werden dabei hinsichtlich ihrer Dimensionen, insbesondere der Lange, so gewahlt, 
daG eine optimale Quenchung der Fluoreszenzintensitat zu beobachten ist. Der Linker L 2 , durch den der Quencher 
an den Glycerin-Rest gebunden ist, ist wegen der Gruppierung O-C(O) durch PLA 2 , insbesondere PAF-AH, hydrolytisch 
spaltbar. Durch die Hydrolyse wird der Quencher zusammen mit dem Linker aus der erfindungsgemaGen Verbindung 
abgespalten; die Fluoreszenzintensitat nimmt dann zu, da eine intramolekulare Quenchung nicht mehr moglich ist. 
Der Linker L,, durch den das Fluorophor an das Glycerin gebunden wird, darf dagegen durch PLA 2 , insbesondere 
PAF-AH, nicht gespalten werden. Vielmehr muG zum Nachweis der Fluoreszenzintensitat der Linker metabolisch stabil 
sein. 

[0016] Wie bereits vorstehend ausgefuhrt wurde, kann der Linker von einem Ether (R 1 -OR 2 ) m abgeleitet werden, 
wobei R 1 und R 2 unabhangig voneinander gewahlt sind und von einem Kohlenwasserstoff mit 1 bis 12 Kohlenstoffa- 
tomen stammen, wobei m eine ganz Zahl von 1 bis 4 ist. 

[0017] Mit dem Begriff "Kohlenwasserstoff" werden organische Verbindungen bezeichnet, die nur aus Kohlenstoff 
und Wasserstoff bestehen. Beispiele dafur sind Alkane, Alkene und Alkine. Bei Alkenen und Alkinen konnen mehrere 
ungesattigte Bindungen vorliegen. GemaG vorstehender Formel (1 ) sind von vorgenannten Kohlenwasserstoffen zwei 
H-Atome substituiert, damit sie ihre Funktion als bzw. im Linker erfullen konnen. Diese Substitution kann insbesondere 
an terminalen C-Atomen der Kohlenwasserstoffen erfolgen. 

[0018] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaGen Verbindung stehen R 1 und R 2 fur (CH 2 ) n , 
wobei n eine ganze Zahl von 2 bis 12 ist. Insbesondere steht L 1 fur (CH 2 ) 4 -O-(CH 2 ) 10 . Linker mit CH 2 -Ketten sind 
besonders gunstig, da sie metabolisch besonders stabil sind, wodurch gewahrleistet wird, daG trotz enzymatischer 
Behandlung das Fluorophor in der erfindungsgemaGen Verbindung verbleibt und zur Fluoreszenz angeregt werden 
kann. 

[0019] Wie vorstehend ausgefuhrt wurde, kann der Linker L 1 von einem Kohlenwasserstoff R abgeleitet sein. Vor- 
zugsweise steht R fur (CH 2 ) Q , wobei o eine ganze Zahl von 1 bis 20, insbesondere 2 bis 6, ist. Linker dieser Art haben 
sich als besonders gunstig erwiesen, da sie metabolisch sehr stabil sind, wodurch eine unerwunschte Abspaltung des 
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Fluorophors aus der erfindungsgemaGen Verbindung bei Behandlung mit Enzymen vermieden wird. 
[0020] Die erfindungsgemaGe Verbindung weist einen zweiten Linker L 2 auf, mit dem der Quencher an die sn-2 
Position des Glycerins gebunden ist. Wie vorstehend ausgefuhrt wurde, steht L 2 fur C(0)-L 1 oder C(0)-L 1 -NH, wobei 
L 1 wie vorstehend definiert ist. 

[0021] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform steht L 2 fur C(0)-(CH 2 ) p oder C(0)-(CH 2 ) p -NH, wobei p eine ganze 
Zahl von 1 bis 20, insbesondere 2 bis 6 ist, insbesondere bedeutet L 2 C(0)-(CH 2 ) 5 -NH. Diese Linker sind besonders 
gut geeignet, da auf der einen Seite die CH 2 -Kette metabolisch stabil ist, wodurch eine unerwunschte Abspaltung des 
Quenchers an dieser Stelle vermieden wird, auf der anderen Seite aber die Ester-Gruppe -C(0)-0- von PLA 2 , insbe- 
sondere PAF-AH, gezielt und selektiv durch diese Enzyme gespalten wird. 

[0022] Ein Vorteil, Pyren an Position 1 des Glycerins zu binden, ist, daG es dort metabolisch stabil ist; es sind keine 
Storungen des Tests durch Phospholipase A1 Aktivitaten, die moglicherweise auch in der zu untersuchenden Probe 
vorliegen, festzustellen. 

[0023] An sn 3-Position des Glycerins befindet sich der Phosphatidylcholin-Rest. Dadurch wird in gunstiger Weise 
sichergestellt, daG die erfindungsgemaGen Verbindungen das biophysikalische Verhalten naturlicher Phospholipide 
zeigen. 

[0024] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die erfindungsgemaGe Verbindung die Struktur der 
Formel (2) auf 




(ch^occh^o-ch, o Jj J 

HC-0-C-(CH 2 ) 5 -NH^^ 
H 2 C-0 ^O" CH 3 

"0-(CH 2 ) 2 -N-CH 3 

CH 3 (2). 

[0025] Mit der erfindungsgemaGen Verbindung gemaG der Formel (2) ist es in besonders einfacher und gunstiger 
Weise moglich, die Aktivitat von PLA 2 , insbesondere PAF-AH, zu messen. 

[0026] Zur Herstellung der erfindungsgemaGen Verbindung kann der Fachmann auf ubliche Reaktionen und Ver- 
fahren in der synthetischen organischen Chemie zuruckgreifen. Beispielsweise kann zunachst das Fluorophor mit 
einem Linker verbunden werden, anschlieGend kann das zweite Endes des Linkers in die sn-1 Position des Glycerins 
eingefuhrt werden. Dann kann in die sn-3 Position des Glycerins der Phosphocholin-Rest eingebracht werden, wobei 
die OH-Gruppe an der sn-2 Position des Glycerins durch eine Schutzgruppe, beispielsweise eine Benzoyl-Gruppe, 
geschutzt werden kann. Die Schutzgruppe kann nachfolgend in ublicher Weise abgespalten werden und dann der 
zweite Linker, gegebenenfalls zusammen mit dem Quencher, eingefugt werden. Das Verfahren zur Herstellung der 
erfindungsgemaGen Verbindungen wurde vorstehend ohne die detaillierte Beschreibung von Zwischenschritten be- 
schrieben. Beispielsweise kann das Einbringen des Linkers in das Fluorophor uber mehrere Schritte erfolgen, wie sie 
beispielsweise im nachfolgenden Herstellungsbeispiel beschrieben sind. 

[0027] Durch die Anwesenheit des Quenchers in der erfindungsgemaGen Verbindung erfolgt eine intramolekulare 
Quenchung der Fluoreszenz. Durch Abspaltung des Quenchers von der erfindungsgemaGen Verbindung ist keine 
intramolekulare Quenchung mehr moglich, wodurch eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat des Fluorophors zu be- 
obachten ist. Eine solche Abspaltung des Quenchers von der erfindungsgemaGen Verbindung kann durch PLA 2 , ins- 
besondere PAF-AH, erfolgen, und zwar durch Hdyrolyse der Ester-Gruppe an sn-2 Position. Die erfindungsgemaGen 
Verbindungen sind deshalb besonders gut zur Bestimmung der Aktivitat von PLA 2 , insbesondere PAF-AH, geeignet. 
[0028] Bei einem solchen Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat von PLA 2 , insbesondere PAF-AH, wird eine dieses 
Enzym enthaltende Probe mit der erfindungsgemaGen Verbindung inkubiert und in ublicher Weise die Fluoreszenz 
gemessen. Die Inkubation erfolgt dabei gunstigerweise unter physiologischen Bedingungen, beispielsweise pH 7,4 in 
einem waGrigen Medium, z.B. Puffer, und 37°C, urn die Aktivitat des Enzyms in moglichst naturlicher Umgebung mes- 
sen zu konnen. Die Messung der Fluoreszenz, d.h. die Zunahme der Fluoreszenz, kann kontinuierlich erfolgen. Bei 
einer solchen kontinuierlichen Messung kann die Fluoreszenz andauernd uber einen langeren Zeitraum von wenigen 
Minuten bis einigen Stunden, insbesondere 5 Minuten bis 0,5 Stunden bestimmt werden. 

[0029] Die erfindungsgemaGen Verbindungen sind besonders gut zur Bestimmung der Enzyme PLA 2 , insbesondere 
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PAF-AH, geeignet. Durch diese Verbindungen ist eine besonders effektive, direkte, einfache, schnelle und kostengun- 
stige Messung moglich. Des weiteren kann die Aktivitatsmessung kontinuierlich, d.h. uber einen langeren Zeitraum 
andauernd, durchgefuhrt werden, wodurch wertvolle Informationen zu Enzymkinetik erhalten werden konnen. Des 
weiteren werden mit den erfindungsgemaBen Verbindungen sehr genaue Werte erhalten, wodurch die gerade fur the- 
rapeutische und diagnostische Zwecke zuverlassigen Aussagen getroffen werden konnen. 

[0030] Die Aktivitatsbestimmung der Enzyme kann eine ganze Anzahl von Anwendungen haben, beispielsweise 

als Diagnostikum und zur Differentialdiagnose aus unterschiedlichsten biologischen Proben bei Mensch und Tier 
(Nasensekret, Sperma, Lungensekret (BAL), Blut bzw. dessen Bestandteilen, isolierten Zellpopulationen, Gewe- 
bebiopsien, Gallensekret, Darmsekret, Stuhlproben wie 

zum Nachweis verschiedenster Stoffwechselfunktionen z.B. unspezifischen Zustanden wie Hyperlipdamie, 
Zustanden von erhohtem oxidativen StreB; 

zur Diagnose von akuten Entzundungserkrankungen, wie Sepsis, ARDS (Lungenversagen), sowie Entzun- 
dungen solitarer Organe sowie insbesondere auch von Wundheilungsstorungen; 

zum Nachweis von chronischen Entzundungszustanden wie Rheumatoide Arthritis und weitere Erkrankungen 
des rheumatischen Formenkreises, Colitis ulzerosa, Morb. Crohn; 
bei sonstigen lokalen und systemischen Entzundungszustanden; 

bei allergischen und/oder immonologisch vermittelten Erkrankungen, wie z.B. Pollenund Latexallergie, Glo- 
merulonephritis; 

bei Erkrankungen toxischer Genese, wie z.B. toxisches Lungenversagen oder Vergiftungszustande; 

bei koronaren Erkrankungen wie beispielsweise akutes Koronarsyndrom, Angina pectoris, Prinzmetall-Angi- 

na, Herzinfarkt sowie Arteriosklerose, akutem cerebralen Insult; 

bei sonstigen Zustanden wie nach Transplantationen, Operationen, sonst. Invasiven Prozeduren; 
im Rahmen der Vorsorgeuntersuchung gegen o.g. medizinische Krankheitsbilder; 

zum Therapiemonitoring arztlicher Massnahmen, wie 

jeglicher medikamentoser Interventionen wie von Therapien mit rekombinanten Enzymen sowie aller thera- 
peutischer Interventionen welche mit Aktivitatsanderungen der entspr. Enzyme einhergehen; insbesondere in 
den o.g. therapeutischen Indikationsfeldern; 

invasiver Massnahmen wie Operationen zur Beseitigung entzundlicher Ursachen, Operationen mit Ersatz oder 
mechanischer Unterstutzung der Herz-Lungen-Funktion, Operationen an der Leber und auch verschiedenster 
Transplantationen; insbesondere in den o.g. therapeutischen Indikationsfeldern; 
der Kombination von beidem. 

[0031] Die Bestimmung der Aktivitat von PLA 2 , insbesondere PAF-AH mit erfindungsgemaBen Verbindungen weist 
eine ganze Reihe von Vorteilen auf. So kann die Aktivitatsbestimmung des Enzyms ohne lastige Aufarbeitungsschritte 
und ohne Nebenreaktionen erfolgen. Durch die Zugabe von geeigneten Inhibitoren ist eine selektive Messung von 
Phospholipid-Esterspaltenden Enzymen in Gemischen verschiedener Hydrolasen moglich. Die Enzymaktivitatsbestim- 
mung mit den erfindungsgemaBen Verbindungen kann in den Vertiefungen von Mikrotiterplatten erfolgen. Ferner ist 
diese Aktivitatsbestimmung HTS-fahig. Durch die kontinuierliche Messung ist es moglich, kinetische Daten, z.B. IC50- 
und Kl-Werte, zu erfassen. 

[0032] Die folgenden Beispiele erlautern unter Bezugnahme auf die Figuren 1 und 2 die vorliegende Erfindung, ohne 
sie aber darauf einzuschranken, wobei 

Fig. 1 den typischen zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzzunahme durch die Einwirkung von PAF-AH und 

Fig. den Zusammenhang zwischen unterschiedlichen Mengen an Enzym- bzw. unterschiedlichen Verdunnungen 
von humanem Probenmaterial unter Zunahme der Fluoreszenz zeigen. 
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Beispiel 1 : Herstellung der erfindungsgemaBen Verbindung 1-O-{10-[4-(Pyren-1-yl)-butoxy]-decyl}-2-(6-(2,4-di- 
nitrophenyl)-aminohexoyl)-rac-glycero-3-phosphocholin 

Dichlorophosphorsaure-(2-bromoethylester) 

[0033] 



10 



O 

Br-(CH 2 ) 2 -0-P--CI 
CI 



[0034] Zu einer Losung von 42.5 g (0.275 mol) Phosphorylchlorid in 50 ml Dichlormethan wurden 27 g (0.215 mol) 
Bromethanol in 15 ml Dichlormethan innerhalb von 15 min bei Raumtemperatur getropft. Nach 15 min wurde fur 18 
15 Stunden ein leichter Argonstrom durch die Reaktionslosung geleitet. Durch Destination im Olpumpenvakuum (73 - 74 
°C, 3 * 10" 2 mbar) wurden 50.5 g (76%) einer farblosen Flussigkeit erhalten. 
M (C 2 H 4 78 Br 35 CI 2 0 2 31 P) = 239 g/mol 

EI-MS: m/z (%) = 243 (0.5) [M], 241 (0.9) [M], 239 (0.6) [M], 1 63 (25), 161 (41 ), 1 49 (1 8), 1 47 (30), 1 37 (36), 1 35 (55), 
119 (23), 117 (34), 109 (64), 108 (100), 107 (69), 106 (100), 99 (18), 47 (27). 1 H-NMR (CDCU ): 5 (ppm) = 4.59 (2H, 
20 m , CH 2 Br, 3 J HH = 6.26 Hz, 3 J HP = 1 0.34 Hz), 3.13 (2H, m, CH 2 0, 3 J HH = 6.26 Hz, 4 J HP = 1 .05 Hz). 13 C-NMR (CDCy : 
5 (ppm) = 69.88 (1 CH 2 0, 2 J CP = 8.39 Hz), 27.32 (1 CH 2 Br, 3 J CP = 10.29 Hz). IR (Film): y (cm" 1 ) = 3033w, 2971 
2883w, 1453m, 1423m, 1385w, 1306s, 1233m, 1180m, 1071s, 1016s, 963m, 908m, 845 w, 759m. 



4-Oxo-4-(pyren-1-yl)-buttersaure 

25 

[0035] 




35 [0036] Zu einer Losung von 0.5 g (5 mmol) Bernsteinsaureanhydrid in 60 ml Nitrobenzol wurden bei 0°C 1.32 g (5 
mmol) wasserfreies AICI 3 und 1 g (5 mmol) Pyren hinzugefugt. Nach einer Reaktionszeit von 18 Stunden bei Raum- 
temperatur wurde die Losung auf 30 ml eiskalter Salzsaure (25 %ig) gegossen, wobei sich ein Niederschlag bildete. 
Nach Abfiltration und Umkristallisation aus EtOH wurden 1.233 g (82 %) 4-Oxo-4-(pyren-1 -yl)-buttersaure erhalten. 
M (C 20 H 14 O 3 ) = 302 g/mol 

40 EI-MS: m/z (%) = 303 (1 0) [MH+], 302 (42) [M], 230 (1 6), 229 (1 00), 202 (11 ), 201 (65), 200 (24). HR-EI-MS (C? n H 1zl O0: 
ber. 302.0943; gef. 302.0943. 1 H-NMR ([D R ]-DMSO): 5 (ppm) = 8.81 - 8.12 (9H, m, CH arom ), 3.52 (2H, t, COCH 2 , 3 J HH 
= 6.22 Hz), 2.82 (2H, t, CH 2 C0 2 H, 3 J HH = 6.22 Hz). 13 C-NMR ([D R ]-DMSO): 5 (ppm) = 203.05 (1 CO), 1 73.87 (1 C0 2 H), 
132.97 - 123.41 (9 CH arom , 7 C arom ), 36.87 (1 COCH 2 ), 28.52 (1 CH 2 C0 2 H). IR (KBr): v (cm" 1 ) = 3426m, 3039m, 
2984m, 2929m, 2677 w, 2594 w, 1695s, 1665s, 1507w, 1404w, 1212m, 1123w, 1075w, 842m, 71 3w. 

45 

4-(Pyren-1 -yl)-buttersaure 
[0037] 



55 




o 

(CH 2 ) 3 -C-OH 



[0038] 1 g (2.78 mmol) 4-Oxo-4-(pyren-1 -yl)-buttersaure wurden in 30 ml Diethylenglycol gelost und mit 0.5 g (10 
mmol) Hydrazinhydrat sowie 0.56 g (10 mmol) KOH versetzt. Die Reaktionslosung wurde 2 Stunden unter RuckfluB 
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erhitzt und sodann auf eiskalte Salzsaure (25 %ig) gegossen, wobei sich ein gelber Niederschlag bildete. Nach Abfil- 
trieren des Feststoffes und Umkristallisation aus EtOH wurden 570 mg (71 %) 4-(Pyren-1 -yl)-buttersaure erhalten. 
M (C 20 H 16 O 2 ) = 288 g/mol 

EI-MS: m/z (%) = 289 (16) [MH + ], 288 (62) [M], 216 (20), 215 (100), 213 (11). HR-EI-MS (C 9 n H 1R 0 P ): ber. 288.1150; 

5 gef. 288.1150. 1 H-NMR ([D R ]-DMSO): 5 (ppm) = 8.50 - 7.92 (9H, m, CH arom ), 3.36 (2H, m, CH 2 C 16 H 9 ), 2.41 (2H, m, 
CH 2 C0 2 H), 2.04 (2H, m, CH 2 ). 1 H-NMR (CDCI q ): 5 (ppm) = 8.32 - 7.86 (9H, m, CH arom ), 3.42 (2H, t, CH 2 C 16 H 9 , 3 J HH 
= 7.57 Hz), 2.51 (2H, t, CH 2 C0 2 H, 3 J HH = 7.00 Hz), 2.23 (2H, m, CH 2 , 3 J HH = 7.57 Hz, 3 J HH = 7.00 Hz). 13 C-NMR ([D p] 
-DMSO): 5(ppm) = 174.74 (1 CO), 136.39 - 123.39 (9 CH arom , 7 C arom ), 33.64 - 26.98 (1 CH 2 C0 2 H, 2 CH 2 ). 13 C-NMR 
(CDCIQ : 5 (ppm) = 1 77.48 (1 CO), 1 35.25 - 1 23.04 (9 CH arom , 7 C arom ), 33.21 - 26.46 (1 CH 2 C0 2 H, 2 CH 2 ). IR(KBr): v 

10 (cm- 1 ) = 3447 w, 3037 w, 2950m, 2934w, 2874w, 1695s, 1431 w, 1275m, 1206m, 91 &w, 846s, 711 w. 

4-(Pyren-1-yl)-buttersauremethylester 
[0039] 

15 

o 

(CH 2 ) 3 -C-OMe 

[0040] 40 ml Methanol wurde bei 0°C tropfenweise mit 20 ml (260 mmol) Thionylchlorid versetzt. AnschlieGend wurde 
die Losung 1 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Hinzufugen von 5.50 g (1 9 mmol) 4-(Pyren-1 -yl)-buttersaure wurde 
25 der Ansatz uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wurde mit gesattigter NaHC0 3 -L6sung neutralisiert 
und mit Essigsaureethylester extrahiert. Aus der organischen Phase wurde ein Aliquot zur Analytik entnommen. Das 
restliche Rohprodukt wurde zur Darstellung des 4-(Pyren-1 -yl)-butan-1 -ol weiterverwendet. 
M (C 21 H 18 0 2 ) = 302 g/mol 

EI-MS: m/z (%) = 303 (13) [MH+], 302 (57) [M], 228 (15), 216 (22), 215 (100), 213 (12), 1 08 (13). HR-EI-MS (C^ H^ O?): 
30 ber. 302.1307; gef. 302.1306. 1 H-NMR (CDCI Q: 5 (ppm) = 8.25-7.70 (9H, m, CH arom ), 3.63 (3H, s, CH 3 ), 3.27 (2H, t, 
CH 2 C 16 H 9 , 3 J HH = 7.60 Hz), 2.36 (2H, t, CH 2 CO, 3 J HH = 7.20 Hz), 2.11 (2H, m, CH 2 , 3 J HH = 7.20 Hz, 3 J HH = 7.60 
Hz). 13 C-NMR (CDCI . q ): 5 (ppm) = 173.73 (1 CO), 135.51 - 123.15 (9 CH arom , 7 C arom ), 51.38 (1 CH 3 ), 33.52 - 26.64 
(1 CH 2 CO, 2 CH 2 ). IR (KBr): v (cm" 1 ) = 3033 w, 2949w, 2876 w, 1 734s, 1 429m, 1 209m, 1161m, 842s. 

35 4-(Pyren-1 -yl)-butan-1 -ol 

[0041] 




(CH 2 ) 4 -OH 



45 

[0042] Das Rohprodukt der Vorstufe wurde bei 0°C in 30 ml THF gelost und mit 3 g (79 mmol) LiAIH 4 versetzt. Die 
Reaktion wurde uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend wurde das uberschussige Reduktionsmittel 
hydrolisiert. Nach saulenchromatischer Aufarbeitung wurden 4.6 g (92 %, uber 2 Stufen) der gewunschten Verbindung 
erhalten. 

50 M (C 20 H 18 O) =274 g/mol 

EI-MS: m/z (%) = 275 (10) [MH + ], 274 (53) [M], 216 (17) 215 (100). HR-EI-MS (C ? n H 1ft O): ber. 274.1358; gef. 
274.1357. 1 H-NMR (CDCIQ : 5 (ppm) = 8.23 - 7.79 (9H, m, CH arom ), 3.64 (2H, t, CH 2 0, 3 J HH = 6.39 Hz), 3.31 (2H, t, 
CH 2 C 1 6 H 9 , 3 J HH = 7.60 Hz), 1 .87 (2H, m, CH 2 , 3 J HH = 7.70 Hz, 3 J HH = 7.60 Hz), 1 .69 (2H, m, CH 2 , 3 J HH = 7.70 Hz, 3 J HH 
= 6.39 Hz). 13 C-NMR(CDCI q ):8(ppm) = 136.65 - 123.35 (9 CH arom , 7 C arom ), 62.77 (1 CH 2 0), 33.17 - 27.93 (3 CH 2 ). 

55 IR (KBr): v (cm" 1 ) = 3423s,6r, 3038m, 2927m, 2859m, 1181 w, ^030w, 982 w, 841s. 
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1 -[4-(1 0-Bromo-decyloxy)-buty l]-pyren 
[0043] 



(CH 2 ) 4 0(CH 2 ) lT Br 



[0044] 2 g (7.3 mmol) 4-(Pyren-1 -yl)-butan-1 -ol wurden in 50 ml Toluol mit 1 g (9 mmol) Kalium-terf-butylat bei 1 00°C 
1 Stunden erhitzt. AnschlieGend wurden 2.22 g (7.4 mmol) 1 ,10-Dibromdecan zugefugt und weitere 1 6 Stunden erhitzt. 
Nach saulen-chromatographischer Aufarbeitung wurden 2.82 g (79 %) eines hell gelben Feststoffes erhalten. 
M (C 30 H 37 O 78 Br) = 492 g/mol 

EI-MS: m/z (%) = 495 (10) [MH+], 494 (31) [M], 493 (10) [MH+], 492 (33) [M], 412 (13), 228 (22), 215 (100), 55 (18), 
41 (13). HR-EI-MS (C qn H q7 Q 78 Br): ber. 492.2028; gef. 492.2028. 1 H-NMR (CDCI q ): 5 (ppm) = 8.30 - 7.85 (9H, m, 
CH arom ), 3.49 - 3.45 (2H, t, CH 2 Br, 3 J HH = 6.44 Hz), 3.41-3.34 (6H, m, CH 2 C 16 H 9 , 2 CH 2 0, 3 J HH = 7.08 Hz, 3 J HH = 
6.81 Hz), 1 .96 - 1 .90 (2H, m, CH 2 , 3 J HH = 7.08 Hz, 3 J HH = 6.44 Hz), 1 .83 - 1 .73 (4H, m, 2 CH 2 , 3 J HH = 6.81 Hz), 1 .55 
- 1.53 (2H, m, CH 2 ), 1.25 (12H, m, 6 CH?). 13 C-NMR (CDCU ): 5 (ppm) = 136.72 - 123.30 (9 CH arom , 7 C arom ), 
70.93-70.55 (2 CH 2 0), 33.94 - 26.15 (1 CH 2 Br, 11 CH 2 ). IR (KBr): v (cm" 1 ) = 3037 w, 2924s, 2851s, 1499m, 1448m, 
1429w, 1369w, 1243w, ^^S4w, 1117s, 1063w, 965 w, 849m, 841s, 710s. 

2,2-Dimethyl-4-[1 0-O-(4-(pyren-1 -yl)-butoxy)-decyl)-methyl]-[1 ,3]-dioxolan 

[0045] 



(CH 2 ) 4 0(CH 2 )^0-CH 2 

HC-0^CH 3 
H 2 C-0" ^CH 3 

[0046] 1.85 g (14 mmol) 2,2-Dimethyl-4-hydroxymethyl-1 ,3-dioxolan wurden in 80 ml Toluol mit 1.6 g (14 mmol) 
Kalium-tert-butylat 1 Stunden auf RuckfluB erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden 2.118 g (4.3 mmol) 
1 -[4-(10-Bromo-decyloxy)-butyl]-pyren hinzugefugt und fur weitere 18 Stunden erhitzt. Nach saulenchromatographi- 
scher Aufarbeitung wurden 1.174 g (50 %) eines hell gelben Festoffes erhalten. 

M ( C 36 H 48°4) = 544 g /mo1 

EI-MS: m/z (%) = 545 (22) [MH + ], 544 (62) [M], 257 (22), 228 (24), 216 (22), 215 (100), 101 (18), 55 (11), 43 (14). 
HR-EI-MS (C ^H^O^): ber. 544.3553; gef. 544.3553. 1 H-NMR (CDCI 9 ): 5 (ppm) = 8.29 - 7.83 (9H, m, CH arom ), 4.26 - 
4.21 (2H, m, CHCH 2 0), 4.07 -4.00 (1H, m, CHO), 3.75-3.31 (10H, m, 4 OCH 2 , CH 2 C 16 H 9 ), 1.95- 1.86 (2H, m, CH 2 ), 
1.78 - 1.72 (2H, m, CH 2 ), 1.55 - 1.53 (4H, m, CH 2 ), 1.41 und 1.35 (6H, s, 2 CH 3 ), 1.26 (12H, m, 6 0H 9 ). 13 C-NMR 
(CDCIQ : 5 (ppm) = 1 36.92 - 1 23.48 (9 CH arom , 7 C arom ), 1 09.33 (1 C(CH 3 ) 2 ), 74.77 (1 CHO), 71 .85 - 70.64 (4 CH 2 0), 
66.94 (1 CH 2 0), 33.33 - 25.89 (11 CH 2 ), 26.77 und 25.43 (2 CH 3 ). IR (KBr): y (cm" 1 ) = 3059m, 2952s, 2890m, 2866s, 
1 524w, 1 467m, 1 369 w, 1 289m, 1 1 1 21 m, 1 058m, 837w, 684s. 
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1-O-{10-[4-(Pyren-1-yl)-butoxy]-decyl}-rac-glycerin 
[0047] 




HC-OH 



H 2 C-OH 

[0048] 0.183 g (0.336 mmol) 2,2-Dimethyl-4-[1 0-O-(4-(pyren-1 -yl)-butoxy)-decyl)-methyl]-[1 ,3]-dioxolan wurden in 
10 ml Toluol bei 0°C mit 1 ml Trifluoressigsaure versetzt und eine Stunde geruhrt. Nach Neutralisation mit wassriger 
NaHC0 3 -L6sung wurden nach saulenchromatographischer Aufarbeitung 0.160 g (94 %) eines hell gelben Festoffes 
erhalten. 

M (C 3 3H 44 0 4 ) = 504 g/mol 

EI-MS: m/z (%) = 505 (32) [MH + ], 504 (1 00) [M], 257 (1 7), 228 (21 ), 21 6 (1 9), 21 5 (89), 55 (14). HR-EI-MS (C^ \-\ AA Q A ): 
ber. 504.3240; gef. 504.3238. 1 H-NMR (CDCI q ): 5 (ppm) = 8.29 - 7.83 (9H, m, CH arom ), 3.87 - 3.59 (3H, m, CHOH, 
CH 2 OH), 3.47 - 3.31 (10H, m, 4 OCH 2 , CH 2 C 16 H 9 ), 1.94 - 1.89 (2H, m, CH 2 ), 1.77 - 1.72 (2H, m, CH 2 ), 1.54 - 1.51 
(4H, m, 2 CH 2 ), 1.24 (12H, m, 6 CH 2 ). 13 C-NMR (CDCI Q: 5 (ppm) = 136.94- 123.48 (9 CH arom , 7 C arom ), 72.03-70.65 
(4 CH 2 0), 70.50 (1 CHOH), 63.81 (1 CH 2 OH), 33.31 -25.97(11 CH ? ). IR (KBr): v (cm" 1 ) = 341 9s,br, 3058 w, 2932m, 
2851m, 1437m, 1433m, 1265m, 1205m, 1186m, 1138m, 1112m, 1048m, 843m. 

1-O-{10-[4-(Pyren-1-yl)-butoxy]-decyl}-3-O-triphenylmethyl-rac-glycerin 

[0049] 



(CH 2 ) 4 0(CH 2 ) lT 0-CH 2 

HC-OH 

H 2 C-0-C(C 6 H 5 ) 3 

[0050] 4.215 g (8.4 mmol) 1 -0-{1 0-[4-(Pyren-1 -yl)-butoxy]-decyl}-rac-glycerin wurden in 50 ml Acetonitril vorgelegt 
und 4.09 g (10 mmol) 1 -(Triphenylmethyl)pyridinium-tetrafluoroborat in 20 ml Acetonitril versehen. Die Losung wurde 
1 8 Stunden geruhrt, eingeengt und in Chloroform aufgenommen. Der Feststoff wurde abfiltriert. Aus dem Filtrat wurden 
nach Saulenchromatographie 3.697 g (59 %) der gewunschte Verbindung als hellgelber Feststoff erhalten. 
M (C 5 2H5 8 0 4 ) = 746 g/mol 

FAB-MS (FAB+, NBA): m/z = 746.4 [M], 504.3, 244.1, 215.1. HR-FAB (C RP H^QJ: ber.: 746.4335; gef.: 746.4375. 
HR-FAB (C R? H^0 4 Na): ber.: 769.4233; gef.: 769.4304. 1 H-NMR (CDCy : 5 (ppm) = 8.31 - 7.85 (9H, m, CH arom ), 7.45 
- 7.19 (15H, m, CH arom ), 3.95 (1H, m, CH), 3.55 - 3.33 (10H, m, 4 OCH 2 , CH 2 C 16 H 9 ), 3.24 - 3.18 (2H, m, CH 2 OC 
(C 6 H 5 ) 3 ), 1 .97 - 1 .87 (2H, m, CH 2 ), 1.81-1 .73 (2H, m, CH 2 ), 1 .55 - 1 .51 (4H, m, 2 CH 2 ), 1 .25 (1 2H, m, 6 CH 2 ). 13 C-NMR 
(CDCIQ : 5 (ppm) = 1 46.90 - 1 23.51 (24 CH arom , 1 0 C arom ), 86.65 (1 C(C 6 H 5 ) 3 ), 72.95 - 70.67 (4 CH 2 0), 69.87 (1 CH), 
64.65(1 CH 2 OC(C 6 H 5 ) 3 ), 33.35 -26.97 (11 CH 9 ). IR (KBr): y (cm 1 ) = 3429m, 3056 w, 2927s, 2855s, 1 602 w, 1 490m, 
1448m, 1213m, 1113m, 1077m, 1033m, 899w, 846m, 746m, 706s. 
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1-O-{10-[4-(Pyren-1-yl)-butoxy]-decyl}-2-O-benzoyl-3-O-triphenylmethyl-rac-glycerin 
[0051] 



(CH^CH^O-CH, O 

HC-0-C-C 6 H 5 
H 2 C-0-C(C 6 H 5 ) 3 

[0052] Zu einer Losung von 2.578 g (3.455 mmol) 1 -0-{1 0-[4-(Pyren-1 -yl)-butoxy]-decyl}-3-Otriphenylmethyl-rac- 
glycerin und 1 .5 ml (1 8.66 mmol) Pyridin in 50 ml CH 2 CI 2 wurden bei 0°C 540 mg (3.857 mmol) Benzoylchlorid hinzu- 
getropft und 1 Stunde bei Raumtemperatur geruhrt. Nach saulenchromatographischer Aufarbeitung wurden 2.8 g (95 
%) des Produktes isoliert. 
M (C 59 H 62 0 5 ) = 850 g/mol 

FAB-MS (FAB + , NBA): m/z = 873.4 [M+Na], 850.4 [M], 608.3, 591.3, 391.3, 307.1, 243.1. 215.1. 1 H-NMR (CDCI 9 ): 5 
(ppm) = 8.30 - 7.86 (9H, m, CH arom ), 7.45 - 7.21 (20H, m, CH arom ), 5.46-5.41 (1H, m, CH), 3.79 - 3.34 (12H, m, 4 
0H 2 O, CH 2 C 16 H 9 , CH 2 OC(C 6 H 5 ) 3 ), 1 .97 - 1 .89 (2H, m, CH 2 ), 1 .80 -1 .72 (2H, m, CH 2 ), 1 .55 -1 .51 (4H, m, CH 2 ), 1 .25 
(1 2H, m, CH 2 ). 13 C-NMR(CDCI q ): 5 (ppm) = 1 66.00 (1 CO), 1 46.88 - 1 23.51 (29 CH arom , 1 1 C arom ), 86.47 (1 C(C 6 H 5 ) 3 ), 
72.65(1 CH), 71.59 -69.47 (4 CH 2 0), 62.86(1 CH 2 OC(C 6 H 5 ) 3 ), 33.35 - 26.01 (11 CH 9 ). IR (KBr): y (crrr 1 ) = 3057w, 
2927s, 2854m, 1718s, 1448m, 1384m, 1272m, 12"\2w, 1177w, ^^5Sw, 1112m, 1032w, 899 w, 846m, 763m, 703m. 

1 -0-{ 1 0-[4-(Py ren-1 -y l)-butoxy]-decy I }-2- O-benzoy l-rac-g lycerin 

[0053] 




(CH 2 ) 4 0(CH 2 )^0-CH 2 O 

HC-0~C-C 6 H 5 



H 2 C-OH 

[0054] 0.55 g (0.647 mmol) 1 -0-{1 0-(4-(Pyren-1 -yl)-butoxy]-decyl}-2-0-benzoly-3-0-tri-phenylmethyl/-ac-glycerin 
wurden in 20 ml CH 2 CI 2 gelost und bei - 10°C mit 0.5 ml BF 3 (13 %ig in MeOH) tropfenweise versetzt. Nach einer 
Stunden wurde die Reaktion mit 5 ml eiskaltem Wasser abgestoppt. Nach saulenchromatographischer Aufarbeitung 
wurden 280 mg (71 %) der Verbindung erhalten. 
M (C 40 H 48 O 5 ) = 608 g/mol 

FAB-MS (FAB+, NBA): m/z = 608.3 [M], 591.3, 469.3, 329.1, 257.2, 215.1. HR-FAB (C dn H^Q R ): ber.: 608.3502; gef.: 
608.3519. HR-FAB (C 4n H 4R Q, R Na): ber.: 631.3399; gef.: 631.3424. 1 H-NMR (CDCIQ : 5 (ppm) = 8.29 - 7.84 (9H, m, 
CH arom ), 7.62 - 7.34 (5H, m, CH arom ), 5.27 - 5.22 (1 H, m, CH), 3.99 - 3.34 (1 2H, m, 4 CH 2 0, CH 2 C 16 H 9 , CH 2 OH), 1 .97 
-1.88 (2H, m, CH 2 ), 1.80 - 1.72 (2H, m, CH 2 ), 1.57 - 1.51 (4H, m, 2 CH 2 ), 1.25 (12H, m, 6 CH g ). 13 C-NMR (CDCI Q: 5 
(ppm) = 166.38(1 CO), 136.94- 123.51 (1 4 CH arom , 8 C arom ), 73.81 (1 CH), 71 .94 - 68.95 (4 CH 2 0), 62.87 (1 CH 2 OH), 
33.80 -26.19 (11 CH 9 ). IR (KBr): v (cm 1 ) = 3431 m, 3038m, 2930s, 2859m, 1718s, 1603m, 1585m, 1453m, 1435m, 
1317m, 1274s, 1179m, 1113m, 1027m, 936m, 846m, 709s. 
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1-O-{10-[4-(Pyren-1-yl)-butoxy]-decyl}-2-O-benzoyl-rao-glycero-3-phosphocholin 
[0055] 



(CH 2 ) 4 0(CH 2 ) 1 - 5 0-CH 2 O 

HC-0-C-C 6 H 5 
H 2 C-0^ p ^O" CH 3 

^0-(CH 2 ) 2 -N-CH 3 
CH 3 

[0056] 0.55 g (2.3 mmol) 2-Bromoethyl-dichlorophosphat wurden zu 15 ml CH 2 CI 2 bei 0°C gegeben und mit einer 
Mischung aus 1 .6 ml Pyridin und 4 ml CH 2 CI 2 tropfenweise versetzt. Sodann wurden 21 0 mg (3.45 mmol) 1 -0-{1 0-[4-(Py- 
ren-1-yl)-butoxy]-decyl}-2-0-benzoyl-rac-glycerin in 2 ml CH 2 CI 2 gelost und bei Raumtemperatur zu der Phosphory- 
lierungsmischung getropft. Die Reaktion wurde fur 2 Stunden auf Ruckflu 3 erhitzt und uber Nacht bei Raumtemperatur 
gemhrt. Nach Hydrolyse mit 5 ml Eiswasser (1 Stunde Nachruhren) wurde die Reaktion mit CHCI 3 /MeOH 3:2 ausge- 
schuttelt. Die organische Phase wurde uber Na 2 S0 4 getrocknet, einrotiert und in 15 ml CHCI 3 , 10 ml Acetonitril und 
5 ml /so-Propanol gelost. AnschlieGend wurden 1.5 g Trimethylamin-Losung (33 %ig in Ethanol) hinzugegeben. Der 
Reaktionskolben wurde dicht verschlossen und uber Nacht bei 50°C gemhrt. Die Reaktionslosung wurde einrotiert, 
mit 5 ml CHCI 3 aufgenommen und jeweils zweimal mit 4 ml Ameisensaure / MeOH (5:7), 4 ml Natriumacetat (0.1 M) 
/ MeOH (5:7) und 3 ml Natriumchlorid (1 M) / MeOH (5:7) ausgeschuttelt. Aus der organischen Phase wurde nach 
Na 2 S0 4 -Trocknung und Saulenchromatographie 99 mg (38 %) der gewunschten Verbindung erhalten . 
M (C 45 H 60 N 2 O 8 31 P) = 773 g/mol 

FAB-MS (FAB + , NBA): m/z = 796.3 [M+Na], 774.4 [MH + ], 601.5, 569.4, 531.4, 413.3, 215.1. HR-FAB (C^H R1 Q R NP): 
ber.: 774.4145; gef.: 774.4135. HR-FAB (C^ H Rn O ft NPNa): ber.: 796.3954; gef.: 796.3951 . 1 H-NMR (CD ^ OD): 5 (ppm) 
= 8.34-7.89 (9H, m, CH arom ), 7.73-7.45 (5H, m, CH arom ), 5.41 -5.37 (1CH, m, CH), 4.20 - 4.1 7 (2H, m, CH 2 N), 4.05 
-3.35 (14H, m, 4 OCH 2 , CH 2 OP, POCH 2 , CH 2 C 16 H 9 ), 3.16 (9H, s, 3 CH 3 ), 1.96 - 1.90 (2H, m, CH 2 ), 1.81 - 1.72 (2H, 
m, CH 2 ), 1.52 - 1.48 (4H, m, 2 CH 2 ), 1.28 (12H, m, 6 CH P ). 13 C-NMR (CD . q OD): 5 (ppm) = 167.78 (1 CO), 138.30 - 
124.60 (14 CH arom , 8 C arom ), 74.27 (1 CH), 72.81 - 70.48 (4 CH 2 0), 68.87, 66.90, 60.95 (1 CH 2 N, 1 CH 2 OP, 1 POCH 2 ), 
54.90 (3 CH 3 ), 34.38 - 27.29 (11 CH 2 ). 

1-O-{10-[4-(Pyren-1-yl)-butoxy]-decyl}-rac-glycero-3-phosphocholin 
[0057] 



(CH^OCCH^^O-C^ 

HC-OH 

H 2 C-0 >p/ 0 CH 3 

^0-(CH 2 ) 2 -N-CH 3 
CH, 




[0058] Es wurden 90 mg (0.12 mmol) 1 -0-{1 0-[4-(Pyren-1 -yl)-butoxy]-decyl}-2-0-benzoyl-/-ac-glycero-3-phos- 
phocholin in 3 ml MeOH gelost und mit 1 .5 ml einer 0.1 M Bu 4 NOH-L6sung in MeOH (1 .25 eq) versehen. Die Reakti- 
onslosung wurde nach 2 Stunden eingeengt. Nach saulenchromatographischer Aufarbeitung wurden 71 mg (90 %) 
der lyso-Verbindung erhalten. 
M (C 38 H 56 N0 7 31 P) = 669 g/mol 

FAB-MS (FAB+, NBA): m/z = 692.3 [M+Na], 670.4 [MH + ], 669.4 [M], 584.3, 242.3, 289.1, 215.1. HR-FAB 
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(C q «H^ 7 NQ 7 31 P): ber. : 670.3873 ; gef. : 670.3881 . HR-FAB (C^ H^ NO y 31 PNa): ber. : 692.3692; gef . : 692.3693. 1 H-NMR 
(CD3OD): 5 (ppm) = 8.23 - 7.88 (9H, m, CH arom ), 4.43 - 4.38 (2H, m, CH 2 N), 4.02 - 3.36 (15H, m, 4 OCH 2 , OCH, 
CH 2 OP, POCH 2 , CH 2 C 16 H 9 ), 3.22 (9H, s, 3 CH 3 ), 1.96 - 1.87 (2H, m, CH 2 ), 1.77 - 1.66 (2H, m, CH 2 ), 1.55- 1.47 (4H, 
m, 2 CH 2 ), 1.27 (12H, m, 6 CH P ). 13 C-NMR (CDCI Q: 5 (ppm) = 170.46 (1 CO), 138.16 - 124.48 (9 CH arom , 7 C arom ), 
72.90 - 71 .47 (4 CH 2 0), 71 .03 (1 CH), 67.31 , 66.63, 59.33 (1 CH 2 OP, 1 CH 2 N, 1 POCH 2 ), 54.78 (3 CH 3 ), 33.36 - 24.59 
(10 CH P ). IR(KBr): y (cnr 1 ) = 341 8s, 3039m, 2852m, 1 635m, 1490m, 1467m, 1375w, 1230m, 1111m, 1087m, 1051m, 
970m, 928w, 850m. 

1-O-{10-[4-(Pyren-1-yl)-butoxy]-decyl}-2-(6-(2,4-dinitrophenyl)-aminohexoyl)-rac-gl^^ 
[0059] 



(CH^OCCH^^O-C^ O 

HC-0-C-(CH 2 )g-NH 
H 2 C-0^ /O CH, 

20 £■ | 

^0-(CH 2 ) 2 -N-CH 3 

25 [0060] 0. 1 50 g (0.22 mmol) 1 -0-{1 0-[4-(Pyren-1 -yl)-butoxy]-decyl}-rac-glycero-3-phosphocholin wurden in 1 0 ml Di- 
chlormethan mit 0.326 g (1.1 mmol) 6-(2,4-Dinitrophenylamino)-hexansaure, 136 mg (0.66 mmol) DCC und 408 mg 
(3.2 mmol) DMAP versehen und 40 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Die entstandene Suspension wurde sodann 
mit 5 ml Wasser versehen und uber Kieselgur filtriert. Nach Trennung der Phasen und chromatographischer Aufarbei- 
tung wurden 56 mg (26 %) des Produktes isoliert. 

30 M (C 50 H 69 N 4 O 12 31 P) = 948 g/mol 

FAB-MS (FAB + , NBA): m/z = 971 .4 [M+Na], 949.4 [MH + ], 884.4, 862.4, 721 .4, 243.2, 215.1 . HR-FAB (C R n H 7n Oi pN 4 P): 
ber.: 949.4725; gef.: 949.4755. HR-FAB (C Rn H fiQ 0 1P N 4 PNa): ber.: 971 .4545; gef.: 971 .4547. 1 H-NMR (CDCI q : 5 (ppm) 
= 9.00 - 6.67 (12H, m, CH arom ), 5.13 - 5.10 (1H, m, CH), 4.34 - 4.28 (2H, m, CH 2 N), 4.08 - 3.23 (16H, m, 4 OCH 2 , 
POCH 2 , CH 2 OP, CH 2 N, CH 2 C 16 H 9 ), 3.18 (9H, s, 3 CH 3 ), 2.38 - 2.31 (2H, m, CH 2 CO), 1.95 - 1.86 (4H, m, 2, CH 2 ), 

35 1 .80 - 1 .72 (2H, m, CH 2 ), 1 .56 - 1 .41 (8H, m, 4 CH 2 ), 1 .25 (1 2H, m, 6 CH 2 ). 13 C-NMR (CDC IQ: 5 (ppm) = 1 70.46 (1 
CO), 148.66 - 113.98 (12 CH arom , 10 C arom ), 73.86 (1 CH), 72.81 - 69.12 (4 CH 2 0), 67.31, 66.63, 60.30 (1 CH 2 OP, 1 
CH 2 N, 1 POCH 2 ), 54.78 (3 CH 3 ), 43.27 (1 CH 2 N), 33.36 - 24.59 (1 CH 2 CO, 14 CH 2 ). IR (KBr): y (cm" 1 ) = 3365m, 
31 07w, 3042 w, 2928m, 2853m, 1 729m, 1 623s, 1 589m, 1 525m, 1 500 w, 1 475 w, 1 425m, 1 369 w, 1 337s, 1 31 2m, 1 280m, 
1245m, 1187m, 1144m, 1094m, 1060w, 1032w, 923w, 832 w, 745 w. 

40 

Beispiel 2: Bestimmung der Aktivitat von PAF-AH unter Verwendung der erfindungsgemaBen Verbindung 1-0 
{1 0-[4-(Pyren-1 -yl)-butoxy]-decyl}-2-(^ 

[0061 ] Fur die Untersuchungen wurden 1 0 mM DMSO-Stammlosung der erfindungsgemaBen Verbindung von Bei- 
45 spiel 1 hergestellt und dann jeweils fur die entsprechenden Versuche mit dem verwendeten Puffer (0.1 M TRIS HCI, 
0.1 % Tween20, pH 7.4) in den gewunschten Konzentrationen verdunnt. 

Messungen in einer Quarzkuvette 

50 [0062] Verwendet werden Quarzkuvetten (1 cm x 1 cm) der Fa. Helma (Mullheim / Baden, Deutschland), die Full- 
menge betrag jeweis 1 ml. 

Einstellungen in der Software des Cary Eclipse der Fa. Varian (Darmstadt, Deutschland): 

Im Kinetik-Modul: Ex. Wavelength (nm) = 344.00; Em. Wavelength (nm) = 377.00; Ex. Slit (nm) = 5; Em. Slit (nm) 
55 = 5; Averaging Time (s) = 0.1000; Dwell time (s) = 0.1000; Cycle time (min) = 0.2500; Excitation filter = Auto; 

Emission filter = Open; Multicell holder = Multicell; PMT voltage (V) = Medium; Temperature control. 
Die Untersuchungen wurden mit einem Peltier-Vierfach-Kuvettenhalter bei 37°C durchgefuhrt. 
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Messungen in einer Microtiterplatte 

[0063] Verwendet wurden weiGe Titerplatten mit 96 Vertiefungen der Fa. Perkin Elmer (Uberlingen, Deutschland) 
und schwarze FIA-Platten mit 96 Vertiefungen der Fa. Greiner (Frikenhausen, Deutschland). 
5 Einstellungen in der Software des Cary Eclipse der Fa. Varian (Darmstadt, Deutschland): 

Im Kinetik-Modul: Ex. Wavelength (nm) = 344.00; Em. Wavelength (nm) = 377.00; Ex. Slit (nm) = 5; Em. Slit (nm) 
= 5; Averaging Time (s) = 0.1000; Cycle time (min) = 0.0000; Excitation filter = Auto; Emission filter = Open; PMT 
voltage (V) = Medium; Wellplate = ON; Read position = Well centre. 

10 

Preparation von PAF-AH 

Preparation und Reinheitsuberprufung von Plasma und von humanem LDL 

15 [0064] Verwendeter Puffer: PBS-Puffer (150 mM NaCI, 40 mM Phosphat, 1mM EDTA, pH = 7.4). Der Puffer wurde 
wurde 15 min lang mit Argon gesattigt. 

Preparation des Plasma 

20 [0065] 1 00 ml frisch abgenommenes heparinisiertes Blut wurde in 2 x 50 ml Tubes bei Raumtemperatur 1 0 min mit 
der Hermle-Zentrifuge bei 3000 U/min zentrifugiert. Vom Uberstand wurden jeweils 20 ml abgenommen, gepoolt, mit 
400 jil einer 0.1 M EDTA-Losung pH = 7.45 versetzt und mit Argon uberschichtet. 

Preparation des LDL 

25 

[0066] 32 ml der Plasmaprobe wurden mit 1 2.211 2 g KBr p. a. versetzt und mit Argon uberschichtet. Durch langsames 
Schwenken wurde das KBr gelost. In 6 x 4 ml Zentrifugenrohrchen der Fa. Beckman (Munchen, Deutschland) wurden 
2 ml der PBS-L6sung vorgelegt und mit 1 ml der mit KBr versetzten Plasmaprobe unterschichtet. Diese wurden nun 
bei 4°C und 37000 rpm im Vakuum 2 Stunden zentrifugiert. Nach dieser Zeit wurden die Zentrifugenrohrchen vorsichtig 
30 aus dem Rotor entfernt. Das gewunschte LDL ist als gelbe Bande ca. 1 /3 vom Boden des Zentrifugenrohrchens entfernt 
zu erkennen. Zunachst wurden die obere weiBe Schicht abgenommen und verworfen. Die gelbe Schicht ist ca. 1 mm 
dick. Diese wurde mit einer stumpfen, abgeknickten Kannule abgenommen. Das LDL aller 6 Zentrifugenrohrchen wurde 
gepoolt und mit Argon uberschichtet. Zur Entfernung des KBr wurden 300 jlxI der so gewonnenen Losung durch eine 
Sephadex-G25 Minisaule mit PBS-Puffer chromatographiert. 

35 

Proteinbestimmung 

[0067] Losung A: 1 % Na 2 BCA, 2 % Na 2 C0 3 H 2 0, 0.1 6 % Na 2 Tartrat, 0.4 % NaOH, 0.95 % NaHC0 3 , pH = 11 .25 
Losung B: 4 % CuS0 4 5 H 2 0 

40 Als Standard wurde BSA verwendet; alles Bestimmungen wurden als Doppelbestimmung durchgefuhrt. Das Gesamt- 
volumen eines Ansatzes betrug 300 jitl / Well, wobei in der Regel 2.5 jnl der zu bestimmenden Probe (eventuell nach 
Verdunnung) eingesetzt wurden. Diese wurden mit Wasser auf 75 jliI aufgefullt und mit 225 [i\ einer 50:1 Mischung von 
Losung A und Losung B versehen. Die Inkubationszeit betrug 2 Stunden bei Raumtemperatur. Die Proben wurden 
anschlieBend photometrisch bei 562 nm vermessen. 

45 

Uberprufung der Reinheit des isolierten LDL 

[0068] Die Uberprufung wurde mittels submaritimer Mini-Gelelektrophorese durchgefuhrt. 

50 . Gelzusammensetzung: 20 ml Barbitalpuffer (50 mM, pH = 8.6), 0.3 % Separide™ (60 mg) 

Vorbereitung des isolierten LDL: 10 jllI (0.5 - 1 \xg) des gesaulten LDL, 0.5 jliI 9-Diethylamino-5H[cc]phenoxazin- 
5-on (Nilrot) (0.4 mg/ml), 1 0 jnl Auftragepuffer (TBE- Puffer, 30% Glycerin, 1 %SDS, Spatelspitze Bromphenolblau) 
• TBE-Puffer (89 mM TRIS HCI, 89 mM B(OH) 3 , 2 mM EDTA, pH = 8.5) 

Dauer der Elektrophorese: 1 h (bei konstantem U von 56 V) bei Raumtemperatur 

55 . Flixierlosung: 25 % 'PrOH, 10 % Essigsaure, 65 % Wasser 

Farbelosung: 50 % MeOH, 10 % Essigsaure, 40 % Wasser, 0.05 % Coomassie brilliant blue R 250 
Entfarbelosung: 5 % MeOH, 7 % Essigsaure, 88 % Wasser 
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Isolierung der PAF-AH aus LDL 

[0069] Puffer A: 25 mM TRIS HCI, 0.1 % Tween20, 2 mM EDTA, pH 7.6 

Puffer B: 25 mM TRIS HCI, 0.1 % Tween20, 2 mM EDTA, 50 - 200 mM NaCI, pH 7.6 (linearer Gradient) 
Alle Arbeiten wurden bei 4°C durchgefuhrt. 

[0070] Es wurden 1 ml (2 mg/ml) LDL auf eine vorequilibrierte (Puffer A) DEAE Sepharose® FF-Chromatographie- 
saule der Fa. Amersham Pharmacia biotech (Freiburg, Deutschland) pipetiert und mit dem 6-fachen Saulenfullvolumen 
bis zum proteinfreien Eluat gewaschen. AnschlieBend wurde das Protein mit Puffer B eluiert. Die hochste PAF-AH 
Aktivitat wurde bei den Fraktionen von 100 - 150 mM NaCI erhalten. Diese wurden gepoolt und durch Ultrafiltration 
(Amicon YM30) eingeengt. Die aufkonzentrierten Fraktionen wurden sodann auf eine vorequilibrierte (Puffer A) blue 
Sepharose® 6FF-Chromatographiesaule der Fa. Amersham Pharmacia biotech (Freiburg, Deutschland) pipetiert und 
mit dem 6-fachen Saulenfullvolumen bis zum proteinfreien Eluat gewaschen. AnschlieBend wurde das Protein mit 
Puffer A + 0.5 M NaCI eluiert. Die Fraktionen mit der hochsten PAF-AH Aktivitat wurden gepoolt und durch Ultrafiltration 
(Amicon YM30) eingeengt. 

[0071] Der Gehalt an PAF-AH wurde durch Proteinbestimmung durchgefuhrt. Die Reinheit wurden in Anlehnung an 
die SDS Elektrophorese des LDL untersucht. Die erhaltene PAF-AH war fur die Aktivitatsuntersuchungen ausreichend 
rein. 

[0072] In Fig. 1 ist der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzzunahme durch die Einwirkung von PAF-AH auf die erfin- 
dungsgemaBe Verbindung 1 -0-{1 0-[4-(Pyren-1 -yl)-butoxy]-decyl}-2-(6-(2,4-dinitrophenyl)-aminohexoyl)-rac-glycero- 
3-phosphocholin. Die Messung wurde unter vorstehend beschriebenen Bedingungen durchgefuhrt. Wie Fig. 1 ent- 
nommen werden kann, erfolgt eine Zunahme der Fluoreszenz in Anwesenheit von PAF-AH. Ohne PAF-AH (Kontrolle) 
war keine Zunahme der Fluoreszenzintensitat zu beobachten. 

[0073] In Fig. 2 ist der Zusammenhang zwischen unterschiedlicher Menge von PAF-AH bzw. unterschiedlichen Ver- 
dunnungen von humanem Probenmaterial und der Zunahme der Fluoreszenzintensitat dargestellt (Versuchsbedin- 
gungen vgl. vorstehend). Dabei wurde festgestellt, daB bei hoheren PAF-AH-Konzentrationen eine verstarkte Zunahme 
des Fluoreszenzintensitat zu beobachten ist. 



Patentanspruche 

1. Verbindung der Formel (1) 

f-l 1 -o-ch 2 

HC-O- L 2 -Q 

H 2 C-0 /O" CH 3 (1), 
"0-(CH 2 ) 2 -N-CH 3 
CH 3 

in der 

L 1 von einem Ether (R 1 -OR 2 ) m , wobei R 1 und R 2 unabhangig voneinander gewahlt und von einem Kohlenwas- 
serstoff mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen abgeleitet sind, wobei m eine ganze Zahl von 1 bis 4 ist, oder von einem 
Kohlenwasserstoff R mit 1 bis 20 Kohlenstoffatomen abgeleitet ist; 
F fur ein unsubstituiertes oder substituiertes Pyren als Fluorophor; 
Q fur einen Quencher und 

L 2 fur C(0)-L 1 oder C(0)-L r NH, wobei L 1 wie vorstehend definiert ist, stehen. 

2. Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der Quencher der 2,4-Dinitrophenyl-Rest ist. 

3. Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei R 1 und R 2 unabhangig voneinander fur (CH 2 ) n 
stehen und n eine ganze Zahl von 2 bis 12 ist. 

4. Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei L, fur (CH 2 ) 4 -O-(CH 2 ) 10 steht. 
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. Verbindung nach einem der Anspruche 1 oder 2, wobei R fur (CH 2 ) 0 steht und o eine ganze Zahl von 1 bis 20 ist. 

. Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei L 2 fur C(0)-(CH 2 ) P oder C(0)-(CH 2 ) p -NH steht 
und p eine ganze Zahl von 1 bis 20 ist. 

. Verbindung nach Anspruch 6, wobei L 2 fur C(0)-(CH 2 ) 5 -NH steht. 

. Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei sie die Struktur der Formel (2) aufweist 

I 

(CH^OCCH^O-C^ O I 

HC-0-C-(CH 2 ) ? NH^^ 
H 2 C-Ck p /0- CH 3 (2). 
^0"(CH 2 )^N-CH 3 
CH 3 

. Verwendung der Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Bestimmung der Aktivitat von Phos- 
pholipase A 2 . 

0. Verwendung nach Anspruch 11, wobei die Phospholipase A 2 die Platelet-Activating Factor Acetyl hydrolase ist. 
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Fig. 1 




Fig. 2 
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